Background and Purpose-Ischemic stroke (IS) is a multifactorial disorder with strong evidence from twin, family, and animal model studies suggesting a genetic influence on risk and prognosis. Several candidate genes for IS have been proposed, but few have been replicated. We investigated the contribution of 67 candidate genes (369 single nucleotide polymorphisms [SNPs]) on the risk of IS in a North American population of European descent. Methods-Two independent studies were performed. In the first, 342 SNPs from 52 candidate genes were genotyped in 307 IS cases and 324 control subjects. The SNPs significantly associated with IS were tested for replication in another cohort of 583 IS cases and 270 control subjects. In the second study, 212 SNPs from 62 candidate genes were analyzed in 710 IS cases with subtyping available and 3751 control subjects. Results-None of the candidate genes (SNPs) were significantly associated with IS risk independent of known stroke risk factors after correction for multiple hypotheses testing. Conclusion-These results are consistent with previous meta-analyses that demonstrate an absence of genetic association of variants in plausible candidate genes with IS risk. Our study suggests that the effect of the investigated SNPs may be weak or restricted to specific populations or IS subtypes. Key Words: candidate genes Ⅲ genetics Ⅲ ischemic stroke S troke is a multifactorial disorder or complex trait for which it is not possible to demonstrate classical patterns of inheritance. Ischemic stroke (IS) is a common neurological disease and a leading cause of severe disability and death in Western countries. 1 Approximately 85% to 90% of strokes are ischemic. 2, 3 Strong evidence from twin, family, and animal model studies, however, have consistently suggested a genetic influence on stroke risk and prognosis. 4 The genetic etiology of IS is likely to be complex with many loci modulating pathophysiological processes and conferring a small to moderate risk.
S
troke is a multifactorial disorder or complex trait for which it is not possible to demonstrate classical patterns of inheritance. Ischemic stroke (IS) is a common neurological disease and a leading cause of severe disability and death in Western countries. 1 Approximately 85% to 90% of strokes are ischemic. 2, 3 Strong evidence from twin, family, and animal model studies, however, have consistently suggested a genetic influence on stroke risk and prognosis. 4 The genetic etiology of IS is likely to be complex with many loci modulating pathophysiological processes and conferring a small to moderate risk.
The most practical and widely used approach to identify common alleles influencing stroke has been candidate gene association analysis. The published genomewide association studies of IS 5, 6 have provided candidate loci of interest, although independent replication is required to establish the most convincing of these (12p13.33) as a definite risk locus for disease. Although several candidate genes for IS have been investigated by case-control analysis, few associations have been consistently replicated. We performed a casecontrol study in which cases (participants with an ischemic stroke) were compared with control subjects (participants free of a history of vascular events). We tested a total of 67 IS candidate genes (369 single nucleotide polymorphisms [SNPs] ) that have been considered as potential genetic risk factors in vascular diseases for a role in stroke risk.
Methods
All samples used for Study 1 and Study 2 are of European descent.
Study 1: Candidate Genes and Replication (342 SNPs and 52 genes)
bands) were part of an affected sibpair (family study) design. Only one affected sibling of each family was included in the study.
Stroke cases from ISGS and SWISS included individuals diagnosed with IS according to the World Health Organization definition. 7 A neurologist or a specialist in diagnosis classified all stroke and stroke subtype cases. The protocol for ISGS and SWISS has been reported previously. 8, 9 All cases included complete medical history and IS subtype based on the prespecified Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment. 10 In the replication phase, unrelated European descent neurologically normal control samples from different sites within the United States were from the Coriell repository. Each subject underwent a detailed medical history interview that included family history. Samples were not included if a first-degree relative had a history of the following neurological diseases: Alzheimer disease, amyotrophic lateral sclerosis, ataxia, autism, bipolar disorder, brain aneurysm, dementia, dystonia, and Parkinson disease. Sum scores on the Folstein Mini Mental State Examination 11 ranged from 26 to 30. For more details, see http://ccr.coriell.org/ninds/controls/controls.html. Table 1 shows the demographic and clinical data in stroke subjects and control subjects in each phase of Study 1.
Genotyping
Candidate genes were chosen based on evidence of association from previous studies of IS and according to biological plausibility, including the presence of genes involved in lipid metabolism, coagulation cascade, nitric oxide production, homocysteine metabolism, the renin-angiotensin system, and other stroke risk factors. Tagging SNPs were chosen for each candidate. Loci for the SNP mapping panel are described in the Supplemental Table (available at http://stroke.ahajournals.org).
In the discovery phase, genotyping was performed using the Illumina GoldenGate assay. DNA samples (5 L) were genotyped according to the manufacturer's instructions on an Illumina BeadStation 500G Golden Gate genotyping platform using a custom panel (GS0006623-OPA) of 364 candidate and ancestry informative SNPs.
In the replication phase, high-throughput SNP genotyping was performed using the 5Ј nuclease allelic discrimination assay (TaqMan assay) on an ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System. The assay includes the forward target-specific polymerase chain reaction primer, the reverse primer, and the TaqMan MGB probes labeled with 2 special dyes: FAM and VIC.
Cases and control subjects were pooled and distributed across plates. We also randomly selected 134 individuals from the discovery phase and genotyped them for these SNPs using the TaqMan assays to ensure the 2 methods used in the different phases generated the same genotypes for each individual (concordance rate 99.9%).
Genotypes were assigned in separate cluster files using Beadstudio Version 2.0 genotyping software. Genotypes with GenCall scores Ͼ0.25 were called. SNPs were excluded if SNPs had call rates Ͻ95% in cases or control subjects or the SNP genotyping was considered poor quality. Any samples with a call rate Ͻ95% of the SNPs were excluded from the analysis.
All genotype assignments were performed blind with regard to clinical data.
Statistical Analysis
Tests of significance between cases and control subjects were performed using 2-sample tests for binomial proportions (using a 2 test of independence). Fisher exact test was used when appropriate. For comparison of age (continuous) among case-control groups, a 2-sample t test for independent samples was performed. For each SNP, tests of deviations from Hardy-Weinberg expectations were performed using the methods described by Wigginton et al. 12 SNPs were dropped if the Hardy-Weinberg equilibrium probability value in the control group was Ͻ0.05 and minor allele frequency was Ͻ1% in the population.
For tests of association with individual SNPs between cases and control subjects, a series of generalized estimating equations were used that permitted inclusion of recognized stroke risk factors as covariates (age, sex, hypertension status, presence of atrial fibrillation, history of myocardial infarction, smoking status, presence of diabetes mellitus, and family history of stroke). Probability values were computed using the 2 degrees-of-freedom generalized test of association. When the generalized test of association was significant (PϽ0.05), additional models were tested that assumed an underlying Heart disease, n (%) 29 (32) 1 (50) 17 (4) 31 (12) 20 (22) 0 (0) 0.8182 *P value showing differences between cases and control subjects. NA indicates not applicable.
mode of inheritance of risk (dominant, additive, recessive) with a one-degree-of-freedom test.
Tests for association with stroke risk were computed using the expectation-maximization algorithm. Statistical significance was assessed using a permutation test of the likelihood ratio statistic.
Study 2: Candidate Genes in 710 IS and 3751 Control Subject (212 SNPs, 62 genes)
At the time of completion of Study 1, genotyping from 710 IS cases with subtype data available and 3751 control subjects in Ͼ500 000 SNPs was obtained. We re-examined associations with the Study 1 candidate genes (SNPs) as well as others previously reported to be significantly associated with IS in published meta-analyses or studies with replication. [13] [14] [15] [16] [17] [18] [19] [20] [21] We also examined SNPs contained in these genes or close to these genes (within 1 MB) that have not been reported in the literature but were included in the genotyping assays used here.
Ischemic Stroke samples came from ISGS, SWISS, and the Coriell repository. Control samples were selected from individuals who had participated in genomewide association studies performed by our group: 787 samples from the neurogenetics collection at the Coriell cell repository and 728 from the Baltimore Longitudinal Study of Aging (BLSA). In addition, 2236 samples were available from the Cancer Genetic Marker of Susceptibility Study (CGEMS). Details of CGEMS and BLSA collection of cohorts have been previously described. 22, 23 Briefly, CGEMS is a 3-year initiative of the National Cancer Institute that conducts genomewide association studies to identify common gene variations increasing the risk for cancer. On approval of a Data Access Request, we obtained raw genotype data from 1142 women from the Nurses Health Study and 1094 men from the Prostate, Lung, Colon and Ovarian Cancer Screening Trial. BLSA is a long-term study designed in 1958 to trace the effects of aging in humans. The BLSA study recruited individuals aged 17 to 96 years to participate in the assessment of health and physical and psychological performance. The average length of follow-up was 7.5 years with participants evaluated every 2 years in the Gerontology Research Center of the National Institutes of Health. Samples from individuals that developed IS, Alzheimer disease, Parkinson disease, or any other neurological conditions were not included. Table 2 shows the demographic and clinical data in stroke subjects and control subjects for each cohort used in Study 2. The Figure shows a study schematic.
All DNA samples were obtained from individuals who were neurologically normal, of non-Hispanic European descent, had given signed informed consent, and for whom clinical phenotype data were available.
Statistical Analyses
Samples were excluded because demographic data or analysis of genetic background and/or pairwise identity-by-descent estimation examined by PLINK (http://pngu.mgh.harvard.edu/Ϸpurcell/plink/) showed these samples not belonging to the European descent population or with a level of relatedness higher than expected. The source of the sample was also used as another covariate to correct for possible stratification.
A stepwise series of analyses was performed. Initially, the outcome (stroke case-control status) was a function solely of SNP and source of the sample (baseline model). This analysis was followed by models that included age, sex, hypertension, diabetes, heart disease, and smoking as covariates (independent predictors). Association between the investigated polymorphisms and risk of stroke were analyzed by means of logistic regression. The influence of multiple testing was evaluated using false discovery rate. All statistical analyses were done with PLINK.
Statistical Study Power
Power calculations were generated using a log-additive model of risk, 5% Type 1 error rate, and 80% power. For a minor allele frequency of 0.15, the detectable OR in the discovery phase of Study 1 was 1.51; the detectable OR in the replication phase of Study 1 was 1.47; and the detectable OR in Study 2 was 1.24. Participants in both studies were enrolled prospectively under Institutional Review Board-approved protocols at participating institutions and all subjects gave written informed consent.
Results

Study 1: Candidate Genes and Replication (342 SNPs and 52 genes)
After quality filtering, 342 SNPs in 307 IS cases and 324 control subjects were evaluated. Each SNP was tested independently for association with IS. After adjustment for stroke risk factors (age, sex, race, and other stroke risk factors), 7 SNPs were significantly associated with IS risk (PϽ0.05). After Bonferroni correction, none of these SNPs remained significant. Because the Bonferroni correction is overly conservative, these 7 SNPs were genotyped in an independent cohort of 853 samples (583 patients with IS and 270 control subjects). After adjustment for stroke risk factors, none of the SNPs were significantly associated with IS. The summary statistics associated with these 7 SNPs are shown in Table 3 . We tested these SNPs for association to the main subtypes of IS. After adjustment by Bonferroni correction, only the SNP rs1799983 was associated with the "other" IS subtype (additive model OR 1.56; 95% CI, 1.25 to 1.94; Pϭ0.0003) .
Study 2: Candidate Genes in 710 IS and 3751 Control Subjects (212 SNPs and 62 genes)
The program PLINK was used to test for population stratification. All IS cases and control subjects were determined to have the same genetic structure.
Two hundred twelve SNPs from 62 genes that have been reported to be significantly associated with IS and were included in published meta-analyses or studies with replication, or SNPs investigated in our first study (using Golden Gate assay), were contained in the used Illumina Infinium BeadChips and passed our control quality criteria (call rate Ͼ95%, Hardy-Weinberg equilibrium PϾ1.0ϫ10 Ϫ7 , minor allele frequency Ͼ1%). None of the SNPs in the candidate genes were significantly associated with IS after different measures of correction (Bonferroni, false discovery rate).
Analysis was performed in a subgroup of 710 IS and 1495 control subjects (samples from ISGS, SWISS, BLSA, and Coriell repository) that had complete stroke phenotypes. None of the SNPs in the candidate genes were significantly associated with IS after false discovery rate correction. We also examined other SNPs contained in these genes or within 1 MB of these genes not reported in the literature. None of the SNPs were significant after correcting for multiple tests. Given that samples coming from the BLSA study were followed up by at least 7.5 years, we can be more certain that these samples remained free of stroke. Thus, we further restricted these analyses to IS samples and control subjects from BLSA. None of the SNPs were significantly associated with risk for IS. The Supplemental Table shows SNPs that have been analyzed by our group or in published meta-analyses or studies with replication in European descent populations post-2005 [13] [14] [15] [16] [17] [18] [19] [20] [21] and their results. Table 4 shows genetic common variants that have been found to be significantly associated with IS in meta-analyses or studies with replication. Table 5 shows details of the current study and other studies that did not find any association.
Discussion
Association studies are becoming a common approach to mapping variants that affect IS. Although some studies, including some meta-analyses, indicate an association between the risk of stroke and certain SNPs, many other studies show lack of reproducibility. In this study, a series of highly plausible candidate genes were selected for intensive and comprehensive genetic study. No evidence for association with either IS or stroke subtype was observed. The potential reasons that have been discussed for this lack of reproducibility are reduced to 3 potential causes: a falsepositive association is correctly not replicated; a true association fails to be replicated in an underpowered follow-up study (false-negative); or a true association in one population is not true in a second population because of heterogeneity in genetic or environmental background. 24 In the case of stroke, most studies that have identified polymorphisms related with IS are underpowered studies with a sample size not Ͼ300 patients. Until recently, the larger-scale studies came from meta-analysis. Casas et al performed meta-analyses of 120 stroke candidate gene case-control studies and a total of 51 polymorphisms in 32 genes. Statistically significant associations with IS were identified for factor V Leiden Arg506Gln, methylenetetrahydrofolate reductase C677T, prothrombin G20210A, and angiotensin-converting enzyme insertion/deletion. 15 Wang et al evaluated the association between 105 polymorphisms in 64 inflammatory and cardiovascular systemrelated genes and IS. None of these SNPs remained statistically significant after false discovery rate correction. Only when the data were stratified on hypertension status, 2 polymorphisms on LTA were significantly associated with IS in nonhypertensive subjects. The data were not adjusted for other stroke risk factors such as diabetes or heart disease. 14 Other meta-analyses restricted to one or more common variant from one gene reported an association with IS for GP1BA 16 or a nonassociation for plasminogen activator inhibitor-1, tumor necrosis factor-␣, and ITGA2. 18 -20 Although meta-analyses facilitate the overall interpretation of association, they also need to be interpreted with caution. Some meta-analyses do not include stroke risk factors as covariates and the sample sizes remain small when correctly taking into account differences in ethnicity and/or inclusion study criteria (inclusion of children and adults, patients with transient ischemic attack, and so on). [13] [14] [15] [16] 21 . ‡Studies cited in references 17-20. W indicates white; IS, ischemic stroke; C, control subjects; Ch, cholesterol; HT, hypertension; D, diabetes; SM, smoking; GP1BA, glycoprotein Ib (platelet), alpha polypeptide; LTA, lymphotoxin alpha (tumor necrosis factor superfamily, member 1); NOS3, nitric oxide synthase 3 (endothelial cell); PAI1, plasminogen activator inhibitor type 1; F5, coagulation factor V (proaccelerin, labile factor); MTHFR, 5,10-methylenetetrahydrofolate reductase (NADPH); F2, coagulation factor II (thrombin); ACE, angiotensin I converting enzyme (peptidyl-dipeptidase A) 1.
In an attempt to clarify these associations and avoid false-positive associations, we decided to conduct a casecontrol study and used an independent cohort as a replication study of the other. In uncorrected analysis for multiple testing, 7 polymorphisms were associated with IS in the first stage after adjustment for stroke risk factors. None of these polymorphisms were associated with IS in the replication study. In a second larger study, we investigated the same genes (192 SNPs in common) with the same results: modest, albeit nonsignificant, associations.
Berger et al investigated a total of 106 SNPs located in 63 candidate genes for potential associations with ischemic stroke in 2 independent case-control studies from a German population. All genes tested were related to pathways important in the pathophysiology of cardiovascular and inflammatory diseases. Only the glu298asp polymorphism in the nitric oxide synthase-3 gene was reported to be replicated in the second study. The association was independent of age, sex, hypertension, diabetes, and hypercholesterolemia in both studies. In the present study, a first association with the same SNP and IS was not replicated in the second cohort. Analysis of data of the genomewide association scan did not show an association either. Only in analysis by stroke subtype using the full sample did the glu298asp polymorphism become associated with increased risk of unknown stroke subtype independent of other stroke risk factors and while using Bonferroni correction. 13 The study presented here also has some limitations. The size of the studied population in the first stage using the Golden Gate assay is relatively small and therefore underpowered to find genes with small effects influencing risk for IS. The inclusion of one second set of cases-control subjects as replication of the most significant SNPs rules out falsepositive associations but does not rule out the possibility of false-negative or Type II error associations. However, analysis of many of these SNPs in a larger cohort and a review of the literature suggests that the majority of these SNPs have no significant effect for stroke risk in white populations.
The development and application of genomewide association studies represents a significant opportunity for stroke research and provides an opportunity to test the common disease common variant hypothesis in this disorder. Two genomewide association studies for stroke have been published thus far, a pilot study of modest size published by us in 2007 5 that failed to find any risk alleles of large effect and a recent study published by Ikram and colleagues that suggests a significant association between a locus at 12p13.33 with stroke. This locus was not present in the panel of loci selected for testing here; however, this locus clearly warrants replication in an independent study to confirm or refute this as an unequivocal risk factor for stroke.
In summary, 7 polymorphisms have been reported to be associated with IS after meta-analysis or replication; however, all of these SNPs have been investigated in at least one other large study in which no association with IS was reported. Differences in inclusion and exclusion criteria selection, type of statistical evaluation, covariates, correction for multiple testing, and inclusion of different patient populations may explain these discrepancies. This study indicates that any association that may exist is likely to be weak or perhaps restricted to specific populations or IS subtypes.
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None. Инсульт -многофакторное заболевание или сложный синдром, для которого невозможно про-демонстрировать классические модели наследова-ния. Ишемический инсульт (ИИ) является наибо-лее распространенным неврологическим заболева-нием и ведущей причиной тяжелой инвалидизации и смертности в западных странах [1] . Приблизительно 85-90% инсультов являются ишемическими [2, 3] . Тем не менее, в исследованиях с участием близнецов, семей и в моделях на животных регулярно приводят убедительные доказательства о влиянии генетических факторов на риск развития и прогноз инсульта [4] . Вклад генетических факторов в развитие ИИ является комплексным, в генах существует множество локу-сов, модулирующих патофизиологические процессы и определяющих степень риска развития инсульта.
Наиболее удобным и широко используемым мето-дом для выявления общих аллелей, влияющих на риск развития инсульта, является ассоциативный анализ кандидатных генов. Опубликованные исследования полногеномных ассоциаций при ИИ [5, 6] предоста-вили данные об интересующих кандидатных локусах, однако для обозначения их как достоверных факто-ров для риска развития ИИ, необходима независимая репликация наиболее убедительных из них (12p13.33). Хотя несколько кандидатных генов для ИИ изучали в исследовании дизайна "случай-контроль", некоторые ассоциации постоянно реплицировались. Мы провели исследование по модели "случай-контроль", в кото-ром участники с ИИ (клинические случаи) были сопоставлены с испытуемыми контрольной группы (без отягощенного анамнеза по сосудистым заболева-ниям). В общей сложности, мы изучили 67 кандидат-ных генов при ИИ (369 однонуклеотидных полимор-физмов [SNPs]), которые рассматривали как возмож-ные генетические факторы риска развития сосудистых заболеваний, играющих роль в развитии инсульта. 
nМАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Результаты. Ни для одного из SNPs не выявили достоверной связи с повышенным риском развития ИИ независимо от известных факто-ров риска после коррекции данных для проверки множественных гипотез. Выводы. Полученные результаты соответствуют предыдущим мета-анализам, в которых было показано отсутствие генетической связи вариантов вероятных кандидатных генов с риском развития ИИ. Мы предполагаем, что влияние исследованных SNPs может быть слабым или оно ограничено специфичностью исследуемой популяции или подтипами ИИ.
Ключевые слова: кандидатные гены (candidate genes), генетика (genetics), ишемический инсульт (ischemic stroke)
(пробанды) являлась также частью семейного иссле-дования. В исследование включали только одного из сибсов с инсультом из каждой семьи.
В исследования ISGS и SWISS включали пациентов с диагнозом ИИ, согласно определению Всемирной Организации здравоохранения (World Health Organization) [7] . Невролог или специалист по диаг-ностике классифицировали все случаи инсуль-тов и их подтипов. Протоколы исследований ISGS и SWISS были опубликованы ранее [8, 9] . Для всех случаев был собран полный анамнез заболевания и определен подтип ИИ на основании критериев TOAST Org 10172 [10] .
В фазу репликации контрольные образцы, полу-ченные от неврологически здоровых лиц европейс-кого происхождения, не состоящих в родстве, про-живающих в различных местах США, были отобраны из репозитория Coriell. У каждого пациента был собран детальный анамнез заболевания, в т. ч. семейный. Случаи исключали из исследования, если у ближайших родственников пациента были в анамнезе следующие неврологические заболевания: болезнь Альцегеймера, боковой амиотрофический склероз, атаксия, аутизм, биполярное расстройство, аневризма сосудов головно-го мозга, деменция, дистония и болезнь Паркинсона. Сахарный диабет, n (%) 16 (17) 1 (50) 58 (15) 21 (8) 27 (29) 0 (0) <0,001
Курение, n (%) 55 (60) 2 (100) 235 (61) 108 (40) 91 (98) 1 (100) <0,001
Болезни сердца, n (%) 29 (32) 1 (50) 17 (4) 31 (12) 20 (22) 0 (0) 0,8182
Примечание. СО -стандартное отклонение;* -значение p для различий между опытной и контрольной группами; НД -нет данных.
циальной панели (GS0006623-OPA) для 364 кандидат-ных генов и наследственно информативных SNPs. В фазе репликации Исследования 1 генотипирова-ние SNPs с высокой пропускной способностью про-водили с использованием аллельного дискриминант-ного анализа 5'-нуклеазы (Taq-Man assay) на системе последовательного определения ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System. При проведении анализа были использованы специфичные прямой и обрат-ный праймеры для полимеразной цепной реакции (ПЦР), а также зонды TaqMan MGB маркированные двумя специальными красителями FAM и VIC.
Образцы обеих групп объединили и распредели-ли на планшетах. Также случайным образом были отобраны 134 человека и проведено генотипирование их геномов по этим SNPs с использованием зон-дов TaqMan для подтверждения воспроизводимости результатов для каждого субъекта двумя методами, использованными в различных фазах исследования (конкордантность 99,9%).
C использованием программного обеспечения для генотипировния Beadstudio Version 2.0 каждому генотипу был присвоен отдельный файл кластера. Были отобраны генотипы со значением GenCall >0,25. SNPs исключали, если выявляемость SNPs была менее 95% в опытной или контрольной группе, или генотипирование SNP оцени-ли как некачественное. Любые образцы с встречаемос-тью SNPs менее 95% исключали из анализа.
Распределение генотипов выполняли при ослепле-нии относительно клинических данных.
Статистический анализ
Проверку статистической значимости между основ-ной и контрольной группами осуществляли с помо-щью двухвыборочных критериев для биноминаль-ного распределения (используя тест хи-квадрат для выявления отсутствия связи). При необходимости использовали точный тест Фишера. Для сравнения возраста (непрерывная переменная) членов основной и контрольной групп проводили двухвыборочный t-тест для независимых групп. Для каждого SNP проводили проверку на отклонение от ожидаемых результатов по Харди-Вайнбергу с использованием методов, описанных J.E. Wigginton и соавт. [12] . SNPs исключали из анализа при значении вероятности равновесия по Харди-Вайнбергу в контрольной груп-пе менее 0,05 и частоте встречаемости минорных аллелей в популяции менее 1%.
Для анализа ассоциаций отдельных SNPs в опыт-ной и контрольной группах использовали серии уни-версальных оценочных уравнений, которые допус-кали включение известных факторов риска развития инсульта в качестве ковариантов (возраст, пол, наличие в анамнезе артериальной гипертензии, фибрилляции предсердий и инфаркта миокарда, сахарного диабе-та, отягощенный наследственный анамнез по инсуль-ту). Значения вероятности количественно оценивали с помощью универсального теста ассоциации с двумя степенями свободы. При статистически значимом результате теста (p<0,05) использовали дополнительные модели, в которых учитывали тип наследования (доми-нантный, рецессивный, сцепленный с хромосомами), с применением теста с одной степенью свободы.
Проверку наличия связи с риском развития инсуль-та рассчитывали с использованием алгоритма ожи-дания-максимизирования. Уровень статистической значимости оценивали с помощью критерия переста-новки для значения отношения правдоподобия.
Исследование 2: кандидатные гены 710 пациентов с ИИ и 3751 пациента контрольной группы (212 SNPs, 62 гена)
После завершения Исследования 1 провели гено-типирование с выявлением более 500 тыс. SNPs в 710 геномах пациентов основной группы, для кото-рых информация о подтипе инсульта была пред-ставлена, и 3751 геноме членов контрольной группы. Мы повторно изучили ассоциации с кандидатными генами (SNPs) в Исследовании 1, а также с други-ми кандидатными генами, о значительной ассоци-ации которых с риском развития ИИ было известно по результатам ранее опубликованных мета-анали-зов или исследований репликации [13] [14] [15] [16] [17] [18] [19] [20] [21] . Мы также изучали SNPs, содержащиеся в данных генах или рас-положенных близко к ним (в пределах 1 MB), данные о которых в литературе не представлены.
Образцы геномов пациентов с ИИ отбирали из иссле-дований ISGS, SWISS и репозитория Coriell. Образцы геномов контрольной группы получили из иссле-дований полногеномных ассоциаций, проводимых нашей группой: 787 образцов из коллекции National Institute of Neurological Disorders and Stroke-funded Neurogenetics Repository (Coriell) и 728 -из исследова-ния Baltimore Longitudinal Study of Aging (BLSA). Кроме того, 2236 образцов были отобраны из исследования Cancer Genetic Marker of Susceptibility Study (CGEMS). Детальные описания сбора данных в исследованиях CGEMS и BLSA были опубликованы ранее [22, 23] . Исследование CGEMS является трехлетней инициати-вой Национального Института Рака (National Cancer Institute), сотрудники которого проводят исследова-ния полногеномных ассоциаций для определения рас-пространенных вариаций генов, повышающих риск развития рака. После одобрения запроса о доступе к данным мы получили исходные данные о генотипах 1142 женщин из исследования Nurses Health Study и 1094 мужчин из исследования Prostate, Lung, Colon and Ovarian Cancer Screening Trial. BLSA -длительное исследование, разработанное в 1958 г. для изучения признаков старения у людей. В исследовании BLSA принимали участие лица в возрасте от 17 до 96 лет, у которых оценивали состояние здоровья, уровни физического и психологического состояний. Средняя длительность последующих наблюдений состави-ла 7,5 лет; каждые 2 года участников обследовали в Gerontology Research Center of the National Institutes of Health. Образцы геномов от лиц с ИИ, болезнью Альцгеймера, болезнью Паркинсона или любыми дру-гими неврологическими нарушениями не включали в исследование. В таблице 2 представлены демогра-фические и клинические характеристики пациентов с ИИ и пациентов контрольной группы для каждой выборки, принимавших участие в Исследовании 2. На рисунке представлена схема исследования.
Все образцы ДНК получены от лиц европейского нелатиноамериканского происхождения, не имею-щих неврологических нарушений, давших письмен-ное информированное согласие и для которых были доступны данные клинического фенотипа.
Образцы ДНК исключали из анализа, если демог-рафические данные или анализ генетического фона и/или попарная оценка степени родства с помощью программы PLINK (http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/ plink/) свидетельствовали о том, что данные образцы не принадлежат к популяции европейского происхож-дения или имеют уровень родства выше ожидаемого. Источник образца также использовали в качестве дру-гого коварианта для возможной стратификации.
Мы провели пошаговые серии анализов. Изначально исход (статус "случай-контроль") был исключительно функцией SNP и источником образ-ца (исходная модель). Этот анализ был проведен с использованием моделей, включающих возраст, пол, наличие артериальной гипертензии, сахарно-го диабета, заболеваний сердца и статуса курения в качестве ковариантов (независимых предикто-ров). Связь между исследуемыми полиморфизмами и риском развития инсульта анализировали методом логистической регрессии. Эффект множественных сравнений был оценен по частоте ложного обнаруже-ния. Все статистические анализы были выполнены с помощью программного обеспечения PLINK.
Статистическая мощность исследования
Расчеты мощности выполняли с помощью вспомо-гательной лог-аддитивной модели риска, 5% частоты ошибок I типа, и 80% мощности. Для частоты встре-чаемости минорных аллелей, составившей 0,15, опре-деляемое отношение шансов (ОШ) в фазе обнаруже-ния в Исследовании 1 составило 1,51; определяемое ОШ в фазе репликации Исследования 1 составило 1,47, и в Исследовании 2 -1,24.
Участников Исследований 1 и 2 последователь-но включали, согласно протоколам, одобренным Institutional Review Board, все участники дали пись-менное информированное согласие. После проведения контроля качества изучили 342 SNPs у 307 пациентов с ИИ и у 324 пациентов контрольной группы. Каждый SNP независимо про-тестировали в отношении связи с риском развития ИИ. После внесения поправок по факторам риска раз-вития инсульта (возраст, пол, раса и другие факторы), выявили 7 SNPs, наличие которых было достоверно связано с риском развития ИИ (p<0,05). После введе-ния поправки Бонферрони ни один из данных SNPs не оказался достоверно значимым. Так как поправка Бонферрони чрезмерно консервативна, эти 7 SNPs генотипировали в независимой группе из 853 образ-цов (583 пациентов с ИИ и 270 пациентов контроль-ной группы). После внесения поправок по факторам риска развития инсульта, ни один из SNPs не был достоверно связан с риском развития ИИ. Сводные данные об этих 7 SNPs представлены в таблице 3. Мы протестировали эти SNPs в отношении ассоциации Сахарный диабет, n (%) 128 (18) 51 (7) 117 ( 
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Программу PLINK использовали для анализа стра-тификации популяции. Все ДНК пациентов с ИИ и образцы ДНК пациентов контрольной группы опре-делили как имеющие единую генетическую структуру.
212 SNPs из 62 генов, описанные как достовер-но связанные с риском развития ИИ и включенные в опубликованные мета-анализы и результаты иссле-дований с репликацией, или SNPs, изученные в нашем первом исследовании (с использованием Golden Gate), были введены в чипы Illumina Infinium BeadChips и прошли проверку на соответствие нашим критериям качества (частота >95%, равновесие Харди-Вайнберга р>1,0х10 -7 , частота встречаемости минорных алле-лей >1%). Ни один из SNPs кандидатных генов не был в значительной степени связан с риском развития ИИ после внесения различных поправок (поправки Бонферрони, коэффициента ложного обнаружения).
Анализ ДНК провели в подгруппе, состоящей из 710 пациентов с ИИ и 1495 членов контрольной группы (образцы ДНК из исследований ISGS, SWISS, BLSA, и репозитория Coriell) с полными фенотипи-ческими характеристиками. Ни один из SNPs кан-дидатных генов не был достоверно связан с риском развития ИИ после внесения поправки по коэф-фициенту ложного обнаружения. Мы также изу-чили другие SNPs данных генов или в пределах 1 MB от них, не описанные в литературе. Наличие ни одного из SNPs не было значимым после коррек-ции с использованием многочисленных поправок. С учетом того, что за пациентами из исследования BLSA наблюдали в течение 7,5 лет, мы можем быть точно уверены, что у данных пациентов инсульта не было. По этой причине в дальнейшем было про-ведено изучение образцов пациентов, перенесших ИИ и образцов из контрольной группы исследо-вания BLSA. Ни один из SNPs кандидатных генов не был достоверно связан с риском развития ИИ. В дополнительной таблице (см. on-line) представлены данные об SNPs, изученных нами или упомянутых в опубликованных мета-анализах или результатах исследований с репликацией в популяциях евро-пейского происхождения с 2005 г. [13] [14] [15] [16] [17] [18] [19] [20] [21] . В таб-лице 4 представлены наиболее распространенные генетические варианты, наличие которых считают достоверно связанными с риском развития ИИ (по данным мета-анализов и исследований с репликаци-ей). В таблице 5 представлены детальные описания настоящего и других исследований, в которых также не обнаружили ассоциаций.
nОбСУжДЕНИЕ
Исследования ассоциаций становятся распростра-ненным подходом к картированию вариантов генов, влияющих на развитие ИИ. Хотя в ряде исследо-ваний, включая некоторые мета-анализы, проде-монстрированы ассоциации между риском развития инсульта и некоторыми SNPs, данные многих других исследований свидетельствуют о недостаточной вос-производимости этих результатов. В нашем иссле-довании были отобраны серии наиболее вероятных кандидатных генов для интенсивного и тщательного генетического исследования. Никаких доказательств их связи с риском развития ИИ или каким-либо из подтипов инсульта мы не обнаружили.
Возможные причины, потенциально связанные с недостатком воспроизводимости результатов, можно сократить до трех: ложноположительная ассоциация некорректно реплицирована; истинная ассоциация не реплицируется в исследовании малой мощности (ложноотрицательная); корректная ассо-циация в одной популяции не является таковой для другой из-за гетерогенности генетического фона одного гена. В них была продемонстрирована связь с риском развития ИИ гена GP1BA16 [16] или отсутст-вие связи для генов ингибитора активации плаз-миногена-1, фактора некроза опухоли α (ФНО-α), и ITGA2 (integrin alpha 2) [18] [19] [20] . Несмотря на то, что мета-анализы облегчают общий анализ ассоциаций, их результаты также требуют осторожного толкова-ния. В некоторые мета-анализы не включают факто-ры риска инсульта в качестве ковариантов, а размеры выборки остаются небольшими, в то время как учи-тываются различия в этнической принадлежности и/или критериях включения в исследование (участие детей и взрослых, пациентов с транзиторными ише-мическими атаками и т. п.). С целью выявления этих ассоциаций и исключения обнаружения ложноположительных ассоциаций мы решили провести исследование дизайна "случай-конт-роль" и использовали независимую группу для иссле-дования репликации других образцов. При проведении анализа множественного сравнения без коррекции данных, наличие 7 полиморфизмов было ассоцииро-вано с риском развития ИИ после внесения поправок по факторам риска развития инсульта. В исследовании репликации ни один из этих полиморфизмов не был достоверно связан с риском развития ИИ. Во втором большом исследовании мы изучили те же гены (в общей сложности 192 SNPs) с теми же результатами: ассоциации оказались недостоверными.
K. Berger и соавт. изучили 106 SNPs, локализован-ных в 63 кандидатных генах, на предмет возможных их ассоциаций с риском развития ИИ в 2 независимых исследованиях дизайна "случай-контроль" в популя-ции Германии. Все протестированные гены имели отношение к каскаду патогенетических реакций, характерных для сердечно-сосудистых и воспали-тельных заболеваний. Лишь полиморфизм glu298asp в гене синтетазы оксида азота 3 был описан как реп-лицированный во втором исследовании. Ассоциация была независима от возраста, пола, наличия артери-альной гипертензии, сахарного диабета и гиперхо-лестеринемии в обоих исследованиях.
В настоящем исследовании первая ассоциация с тем же SNP и риском развития ИИ не была воспроизведена во втором исследовании. Анализ данных сканирования полногеномных ассоциаций также не выявил других ассоциаций. Только в анализе по подтипу инсульта с использованием полного образца наличие полимор-физма glu298asp оказалось связанным с повышенным риском развития "другого" подтипа инсульта неза-висимо от других факторов риска развития инсульта после внесения поправки Бонферрони [13] .
Представленное исследование также имеет неко-торые ограничения. Размер исследуемой популя-ции на первом этапе, включающем использова-ние количественного анализа Golden Gate, отно-сительно невелик, и, следовательно, исследование не обладает достаточной мощностью для выявления генов с небольшим влиянием на риск развития ИИ. Включение одной повторной серии образцов ДНК пациентов основной и контрольной групп для вос-произведения наиболее значимых SNPs исключает выявление ложноположительных ассоциаций, но не исключает вероятности обнаружения ложноотрица-тельных ассоциаций или ассоциаций с ошибками II типа. Тем не менее, изучение многих из этих SNPs в более многочисленных группах и данные литерату-ры подтверждают, что большинство SNPs не оказы-вают достоверного влияния на риск развития инсуль-та в европеоидных популяциях.
Разработка и использование результатов исследо-ваний полногеномных ассоциаций создают благо-приятные условия для исследований инсульта и про- верки наиболее распространенных вариантов гипотез развития этого заболевания. Результаты двух иссле-дований полногеномных ассоциаций при инсульте опубликованы на данный момент: пилотное иссле-дование скромных размеров, опубликованное нами в 2007 г. [5] , в котором не удалось обнаружить какие-либо аллели риска с большим влиянием, и недавнее исследование, опубликованное M.A. Ikram и соавт., в котором показано наличие достоверной ассоци-ации между локусом 12p13.33 и риском развития инсульта. Этот локус отсутствовал в панели локусов, отобранных для нашего исследования. Тем не менее, для подтверждения его роли в качестве неоспоримого фактора риска развития инсульта необходимо вос-произвести результаты в независимом исследовании.
Таким образом, по данным мета-анализов и прове-денных исследований с воспроизведением результатов, 7 полиморфизмов определили как ассоциированные с риском развития ИИ. Тем не менее, все эти SNPs были изучены, по крайней мере, еще в одном круп-ном исследовании, в котором не выявили их ассоци-аций с риском развития ИИ. Эти расхождения можно объяснить различиями в выборе критериев включе-ния и исключения, методах статистической оценки, выборе ковариантов, коррекции при множественном сравнении, а также включением в исследования раз-ных популяций пациентов. Это исследование проде-монстрировало, что любая существующая ассоциация может быть слабой, и, вероятно, ограниченной рамка-ми конкретной популяции или подтипом ИИ. 
